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Resume 
DnaA er et afgørende protein ved initiering af DNA replikationen, og det regulerer yderligere 
gentransskriptionen ved at binde sig til bestemte sekvenser i DNAet kaldet DnaA bokse.  
I dette projekt bliver DnaA boksenes indflydelse på mioC promoterens aktivitet undersøgt ved at 
konstruere plasmider med muterede DnaA bokse og gfp som rapportergen. Udtrykket fra mioC 
promoter detekteres ved fluorescensmåling. Plasmidet med inaktiveret R8 DnaA boks viste en 
bedre repression af promoteren i forhold til vildtypen. Når den samme R8 mutation indføres i nye 
plasmider, samtidig med at ATP-DnaA boksen bliver muteret til -35 konsensus promoter 
sekvens, kunne der observeres en derepression af mioC promoteren. 
Yderligere bliver den kooperative binding imellem DnaA boksene R5 og R6 i mioC promoteren 
undersøgt fra en kromosomal mioC-lacZ fusion. Undersøgelsen viste, at DnaA N-terminus, som 
er under kontrol af lac promoter, gik ind og forstyrrede bindingen imellem R5 og R6, hvorved 
mioC promoteren derepresseres. DnaA N-terminus interfererede også med initiationen af 
replikationen ved oriC. Dette kan ses ud fra, at cellens indhold af fuldt replikerede genomer først 
falder i takt med stigende IPTG koncentrationer. Senere efter induktionen gav høje IPTG 
koncentrationer et stigende antal genomer pr. celle og cellerne blev længere. Dette kan tyde på, at 
N-terminus af DnaA proteinet muligvis inhiberer celledelingen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 2
Abstract 
DnaA is an important protein for the initiation of DNA replication and also regulates gene 
transcription by binding to certain sequences in the DNA called DnaA boxes. 
In this project we examine the influence of DnaA boxes on the mioC promoter activity by 
constructing plasmids with changed sequences in the DnaA box and gfp as a reporter gene. The 
expression of mioC is detected by measurement of fluorescense. Plasmids containing the 
deactivated R8 DnaA box showed a better repression of the promoter compared to wild type 
cells. Transferring the same R8 mutation into other plasmids with simultaneous mutation of the 
ATP-DnaA box to the -35 consensus promoter sequence showed a derepression of the mioC 
promoter. 
In addition, the cooperative binding between R5 and R6 DnaA boxes in the mioC promoter was 
examined using a chromosomal mioC-lacZ fusion. This experiment showed that the DnaA N- 
terminus controlled by the lac promoter disturbed the cooperative binding to R5 and R6 resulting 
in derepression of the mioC promoter. The DnaA N-terminus also disturbed the initiation of 
replication of the oriC. This is indicated by the observation that, initially, the cell’s content of 
fully replicated genomes decreases as IPTG concentrations increase. Later, after the induction, 
high IPTG concentrations revealed an increasing level of genomes per cell and cell length also 
increased. This indicates that the N-terminus of DnaA protein may be inhibiting cell division. 
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Introduktion 
DnaA er et AAA+ (ATPase Associated  with various cellular Activities) superfamilieprotein, 
som spiller en hovedrolle i initiering af DNA replikation i E. coli samt andre bakterier (Weigel et 
al 1999). Proteinet initierer det kromosomale DNA replikation ved at genkende og binde sig til 
DnaA bokse i oriC regionen. Disse DnaA bokse består af en specifik 9 bp sekvens, som ligner 
konsensus sekvensen TTA/TTNCACA meget. oriC sekvensen, der er 245 bp lang, indeholder 
minimum 6 nonamer DnaA bokse – R1-R5 og I1 – og adskillige ATP-DnaA bokse (McGarry et 
al 2004; Speck 1999). Efter bindingen har fundet sted, er DnaA også med til at åbne det 
dobbeltstrengede DNA helix i AT-rigt område til venstre for oriC. Dette område består af tre 
13mer GATCTaTTtaTTT og et AT cluster. Med et åbent DNA stykke kan resten af replisomets 
proteiner såsom DnaB primase og DNA polymeraseIII holoenzym nu sætte sig på DNA strengen 
og dermed påbegynde syntesen af nyt DNA.  
Andre proteiner som HU, IciA, Fis og SeqA interagerer også med oriC.  Hwang og Kornberg 
(1992) viser in vitro, at HU hjælper DnaA med at åbne DNA strengen så replikationen kan starte 
i modsætning til IciA og FIS, som forhindrer åbning (Wold et al 1996; Hwang og Kornberg 
1990) 
 
Figur 1Viser replikationsinitieringscyklus i E. coli. (Messer et al. 2001) 
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Regulering af replikationen 
DnaA proteinet er trods den vigtige rolle i samlingen af replisomet ikke en del af selve 
replikationen, men snarere en vejviser for korrekt placering af replisomet ved oriC, således at 
replikationen kan starte (Griffiths et al.2004). Både for bakterie- og eukaryote celler er det 
vigtigt, at DNA replikationen kun finder sted en gang pr. cellecyklus. Der findes forskellige 
faktorer, som forhindrer reinitering af replikationen. E. coli regulerer det kromosomale DNAs 
replikation ved midlertidigt at inaktivere oriC umiddelbart efter replikationsstart. Dette kan ske 
ved 1) sekvestrering (inaktivering) af dnaA genet og de nyreplikerede hemimethylerede oriC 
sekvenser ved SeqA proteinet, 2) regulering af aktiviteten af DnaA proteinet ved RIDA 
(Replikativ Inaktivering af DnaA), og 3) at DnaA proteinet bliver titreret til de mange 
nyreplikerede DnaA bokse bl.a. i datA (DnaA titrering) lokus (Campbell og Kleckner 1990; 
Morigen et al.2001; Katayama et al.1998).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 2 viser bl.a. tre replikationsreguleringsmekanismer: 
DnaA proteinet inaktiveres ved at β clamp hydrolyserer ATP 
(C), SeqA proteinet binder sig til hemimetyleret DNA i oriC 
(D) og datA  lokus titrerer et stort antal DnaA proteiner (E)  
Reviewed i Boye et al. (2000). 
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Sekvestrering menes at være den første forsvarslinie mod overinitiering, da mutationer i seqA og 
dam generne gør, at der starter nye replikationsrunder fra det nyreplikerede oriC. Dette sker 
selvom RIDA systemet er aktivt og DnaA proteiner bliver titreret til de nye DnaA bokse( Boye et 
al. 1996; Boye og Løbner-Olesen 1990). SeqA proteinets funktion er at forhindre reinitering ved 
at sætte sig på nyreplikerede hemimetylerede GATC sekvenser, for uanset at Dam 
methyltransferase hurtigt methylerer adeninerne i disse nye sekvenser, forbliver oriC og dnaA 
generne hemimethyleret i op til en tredjedel af cellecyklus (Campbell og Kleckner 1990). Det 
sekvestrerede dnaA gen medfører nedregulering af transskriptionen fra dnaA , som et yderlige 
bidrag til replikationsregulering (Theisen et al. 1993). 
 
Ifølge Brendler og Austin (1999) afhænger binding af SeqA til hemimethylerede GATC 
sekvenser af afstanden mellem disse sekvenser, således at SeqA kun kan konkurrere med DnaA 
proteinet når DnaA boksen er tæt omgivet af GATC sekvenser. Afstanden imellem disse 
sekvenser kan dog variere fra 11-23 bp.  
R5, I2 og I3 som er de svage DnaA bokse, indeholder GATC sekvenser, og Nievera et al.(2006) 
viser, at SeqA forhindrer DnaA i at binde sig til disse DnaA bokse på hemimetyleret oriC i 
postinitieringsperioden. I modsætning til dette tillader SeqA bindingen af DnaA proteinet til de 
stærke DnaA bokse som R1, R2 og R4. Disse mangler GATC sekvenser i DnaA bindende 
område. At SeqA proteinet binder sig til de svage og ikke de stærke DnaA bokse er med til at 
sikre, at der ikke sker en reinitiering af replikationen, men sikrer også at oriC er klar til den næste 
replikationsrunde ved at have DnaA proteinet bundet til R1, R2 og R4. Bindingen til R1,R2 og 
R4 foregår gennem hele cellecyklus, også umiddelbart efter initiering og i løbet af sekvestrering. 
Bindingen af DnaA til de svage DnaA bokse sker ved selve initieringen  af replikationen.    
 
Den anden inhibitionsmekanisme af replikationsreiniteringen af det kromosomale DNA er 
repræsenteret ved RIDA. Da DnaA proteinet skal kunne åbne det dobbeltstrengede DNA i AT-
rigt område, skal proteinet være bundet til ATP og ikke dets hydroliserede form, ADP. Det 
bundne ATP er med til at fremme den allosteriske modifikation af DNA dobbelhelix, da DnaA 
bøjer DNAet med 40 o ved binding (Shaper og Messer 1995). Herved undergår DNA helixet 
topologisk stress, som medfører at DNAet åbner sig i AT-rigt område. Ikke-hydrolyserebare 
 7
analoger af ATP er lige så effektive i åbning af helixet, så energien til at åbne DNAet kommer 
ikke fra energi bundet i ATP (Sekimizu et al.1987).  
Den AT-rige region i E. coli indeholder tre 13’mer GATCTaTTtaTTT og et AT cluster. Hver af 
disse 13’mer sekvenser starter med GATC sekvens, som er en del af en potentiel ATP-DnaA 
boks (AGatct). Der er i alt seks ATP – DnaA bokse i denne region, placeret tæt på R1 boksen 
(Speck og Messer 2001). Bindingen af DnaA proteinet til R1 boksen fungerer som et anker, hvor 
ATP-DnaA proteiner binder sig og ved kooperativ binding medierer bindingen til de nærliggende 
ATP-DnaA bokse. 
ATP-DnaA binder sig til ATP-DnaA bokse både i det dobbeltstrengede og enkeltstrengede DNA, 
hvor det stabiliserer de enkelte strenge. DnaA proteinet binder sig med højere affinitet til 9’mer 
bokse i oriC regionen og ATP-DnaA bokse på enkeltstrenget DNA, og med lavere affinitet til 
ATP-DnaA bokse på det dobbeltstrengede DNA (Speck og Messer 2001).  
 
Inaktivering af DnaA sker ved, at dets bundne ATP hydrolyseres til ADP vha. β- subunit af DNA 
polymerase III holoenzym og Hda (Homolog til DnaA proteinet.(Su’etsugu et al. 2005). Hda er 
også et AAA+ og har vist sig at have sekvenshomologi med DnaA proteinet i det ATP bindende 
område – domæne III ( Kato og Katayama 2001), men på trods af dette binder Hda ikke ATP 
(Su’etsugu et al. 2005). Su’etsugu et al. (2005) undersøger også, om den konserverede arginin 
(R168) har en funktion i hydrolyse af ATP bundet til DnaA, og finder ved at udskifte argininen 
med methionin eller alanin, at Hda mutanten ikke var i stand til at stimulere hydrolysen af ATP 
fra DnaA, men at den stadig kunne binde β-subunit af DNA polymerase III holoenzym. 
 
Titrering af DnaA proteinet til de nyreplikerede DnaA bokse udgør den tredje 
inhibitionsmekanisme for overiniteringen af replikationen (Hansen et al.1991). E. coli 
kromosomet indeholder 307 DnaA bokse med TTA/TTNCACA sekvensen, som binder DnaA med 
forskellig affinitet (Roth og Messer 1998; Kitagawa 1996). oriC, mioC promoter og datA lokus 
titrerer mange DnaA proteiner og forhindrer reinitiering af replikationen ved at sænke antallet af 
frie DnaA proteiner. Det er især datA lokus, som i E. coli er lokaliseret tæt på oriC, som er 
hovedtitrator. datA  lokus kan binde otte gange mere DnaA end oriC og mioC tilsammen, selvom 
forskellen i antallet af DnaA bokse i disse regioner ikke er stor (Kitagawa et al.1996). Den høje 
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binding af DnaA proteiner kan skyldes den manglende tilstedeværelse af SeqA. Som nævnt 
tidligere, binder SeqA tætliggende GATC sekvenser og eftersom datA lokus kun indeholder få af 
disse sekvenser, er SeqA bindingen yderlige forstyrret. 
Morigen et al. (2001) viser, at initiering af replikationen fra oriC stopper helt i celler med højt 
kopital af datA, og på samme måde sker der en overinitiering af replikationen når datA er fjernet 
fra kromosomet (Kitagawa et al.1998). Dette indikerer, at datA spiller en vigtig rolle i regulering 
af initiering, men det er samtidig ikke nødvendig, at datA er placeret tæt på oriC på kromosomet, 
eftersom dens placering i E. coli er forskellig fra andre bakterier (Atlung 2004).  
 
Transkriptionsregulering 
Udover den vigtige funktion i DNA replikationen, er DnaA proteinet også med til regulere 
transskriptionen af forskellige gener ved at repressere, aktivere generne eller terminere 
transskriptionen, når proteinet er bundet til en DnaA boks inden for det genkodende område 
(Messer og Weigel 1997). DnaA regulerer sit eget dnaA gen, men DnaA proteinet er også med til 
at repressere mioC, rpoH, uvrB, proS og oriL promoter (Theisen et al.1993; Wang og Kaguni 
1989; van den Berg et al.1985; Zhou og Syvanen 1990; Kitagava et al.1996). 
 dnaA bliver transskriberet fra to promoterer dnaAp1 og dnaAp2. Imellem disse promoterer er der 
en konsensus DnaA boks (stærk boks), en DnaA boks med en misfit (svag boks) og tre ATP-
DnaA bokse (Speck 1999). dnaAp2 er den stærkeste promoter af de to, idet den står for 60-80 % 
af dnaA transskriptioner (Polaczek og Wright 1990). De to DnaA bokse er separeret af 12 bp, og 
bindingen til den svage DnaA boks kræver kooperativ binding med et andet DnaA protein bundet 
til den stærke DnaA boks. Både ATP- og ADP-DnaA kan binde sig med samme affinitet til 
9’mer konsensussekvens DnaA boks som monomer, men det er kun ATP-DnaA, der er i stand til 
at binde til 6’mer konsensussekvens AGatct, som er ATP-DnaA bokse. ATP- DnaA bokse er 
svage bindingssteder med lav DnaA bindingsaffinitet. Derfor forudsætter bindingen til ATP–
DnaA boks kooperativitet med et DnaA monomer bundet til stærk 9’mer DnaA boks i nærheden. 
(Speck 1999). 
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Figur 3 viser dnaA  promoterregion i E. coli. 9’mer DnaA bokse er i kasser, 6’mer ATP-DnaA bokse er vist med fed 
skrift og misfit i DnaA boks 2 er vist med pil. (Messer et al. 2001) 
 
Ekspressionen af dnaA genet er autoreguleret, idet inaktivering af DnaA proteinet i 
temperatursensitive dnaA mutanter resulterer i derepression af dnaA promoteraktivitet, mens 
overproduktionen af DnaA represserer dnaA transskriptionen (Atlung et al. 1985, Kücherer et al. 
1986, Braun et al. 1985). 
Hansen et al. (1987) viser ligeledes, at tilstedeværelse af ekstra DnaA bokse i voksende E. coli 
celler fører til derepression af dnaA genekspression.  
Som tidligere nævnt er metyleringen af GATC sekvenserne i dnaA promoter med til at regulere 
initiering af replikationen. Disse sekvenser forbliver umetyleret i op til en tredjedel af cellecyklus 
pga. sekvestrering fra SeqA (Riber og Løbner–Olesen 2005). dnaA promoteren indeholder seks 
GATC sekvenser og for at undersøge disse sekvensers betydning for regulering af replikationen, 
har Wilkinson II et al (2006) muteret hhv. tre og fem af GATC sekvenserne. Tidligere har Kedar 
et al. (2000) indført mutationer i de to GATC sekvenser, som ligger i -10 og -35 sekvenser i dnaA 
p2, og vist, at disse mutationer ikke påvirker initiering af DNA replikationen. Wilkinson II et al. 
(2006) muterer både de tre GATC sekvenser nedstrøms af dnaAp2 promoter og alle fem GATC 
sekvenser (to GATC sekvenser i dnaAp2 og tre nedstrøms af promoteren, se figur 4) og viser, at 
alle replikationsorigins bliver initieret samtidigt i hver celle. Årsagen til dette kan være, at cellen 
regulerer dnaA ekspressionen på andre måder end ved sekvestrering, eller at den ikke er 
cellecyklusafhængig (Wilkinson II et al. 2006).  
 
 10
 
Figur 4 viser DnaA  promotersekvens med GATC sekvenser i bokse. (Wilkinson II et al. 2006) 
 
mioC promoteren bliver også represseret af DnaA proteinet. E. coli mioC genet koder for MioC 
proteinet, der er et FMN-bindende protein (flavin mononukleotid), som er nødvendigt for 
biotinsynthaseaktivitet in vitro (Birch et al. 2000). In vivo funktionen af MioC proteinet er stadig 
ukendt. Da transskriptionen fra mioC promoteren har indflydelse på kopital af minikromosomer, 
har det fået navnet mioC efter modulering af initering ved oriC (von Meyenburg et al.1985). 
mioC genet befinder sig ved siden af oriC og bliver transskriberet ind i oriC. Nogle mioC 
transskriptioner går igennem og andre terminerer i oriC (Schauzu et al. 1987). Forløbet af mioC 
transskriptionen varierer meget igennem cellecyklus. Ogawa og Okazaki (1994) viser, at 
transskriptioner fra mioC bliver inhiberet før initiering af replikationen ved, at DnaA proteinet 
binder sig til mioC promoteren. mioC transskriptionen starter igen ca. 10 minutter inden 
slutningen af eklipsen og bliver represseret igen ved selve eklipseslutningen. Eklipsen er 
defineret som den korteste tid mellem succesfulde initieringer af replikationen fra samme origin, 
og det svarer til remetyleringstiden for oriC. I E. coli er eklipsen bestemt til at vare ca. 25-30 
minutter (von Freiesleben et al. 2000). Den manglende transskription fra mioC har ingen 
indflydelse på initiering af kromosomreplikationen, og det spiller derfor ikke en negativ rolle for 
regulering af replikationsinitiering som tidligere foreslået (Bogan og Helmstetter 1996). 
 
mioC promoter indeholder to DnaA bokse: R5 boksen, som er en konsensusboks og R6 boks med 
et misfit til konsensus. De andre mulige DnaA bokse i promoterregionen er DnaA boksene R7, 
R8 og en ATP-boks.  Hansen et al. (2006B) undersøger, hvor vigtig R7 boksen er for DnaA 
regulering af transskription fra mioC promoteren ved at mutere R7 boksens sekvens 
GCGTTCACA til ACGGTTGTG. Denne mutation gør, at R7 boksen mister enhver lighed med 
en DnaA boks. Mutationen viser sig kun at havde lille indflydelse på DnaA repressionen af mioC 
promoter. Ligeledes får den potentielle ATP-DnaA boks ændret sekvens fra AGATCC til 
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konsensus -35 sekvens TTGACA. Dette resulterer også i en mindre reduktion af repressionen. 
Dette indikerer, at R7 og ATP-DnaA bokse spiller en mindre rolle i regulering af mioC promoter. 
Da R7 derimod ændres til en R1 boks (TTATCCACA) observerer Hansen et al. (2006B) en 
betydelig stigning i repressionen. Hansen et al. (2006A) muterer R5 til sekvensen i R1 og får en 
effektiv repression af mioC promoteren, og selv med ødelagt R6 boks er promoteraktiviteten 
stadig under 50%. Den højeste repression opnås, når både R5 og R6 muterer til R1(18 % 
promoteraktivitet). De viser i øvrigt, at R5 er den vigtigste DnaA boks for repressionen af mioC 
promoteren, idet der ved inaktiveret R5 ikke sker repression, uanset hvilken form R6 boksen har. 
Dette indikerer, at der er kooperativitet imellem R5 og R6 DnaA bokse i DnaA medieret 
repression af mioC promoteren (Hansen et al. 2006A). 
 
 
Figur 5 viser struktur af mioC promoter med de relevante DnaA bokse og -35 -10 promotersekvens 
 (Asklund og Atlung 2005) 
 
DnaA domæner  
DnaA proteiner fra alle eubakterier viser høj grad af homologi, og baseret på denne 
sekvenshomologi er DnaA proteinet blevet opdelt i fire funktionelle domæner (Fujita et al.1990).  
(figur 6) 
 
 
Figur 6 viser E. coli. DnaA proteinets domæner. Walker A (WA) og Walker B (WB) bokse, sensor I(SI), sensor II 
(SII), boks VII motif i domæne III (reviewed in Erzberger et al. 2002) 
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Domæne I, som er 86 aminosyrer langt er vigtig i oligomerisering og interaktionen med DnaB 
(Weigel et al. 1999). Weigel et al. (1999) viser in vitro ved solid faseproteinbindende assay, at aa 
1-86 er tilstrækkelige for binding til et andet DnaA protein. For også at vise dette in vivo 
udskifter Weigel et al. (1999) C- terminal oligomeriseringsdomænet fra λcI med aa 2-86 fra et 
vildtype DnaA protein. Således konstruerer de et chimerisk protein, som består af aa 1-132 (DNA 
bindende domæne) fra λcI og aa 2-86 fra vildtype DnaA protein- cl[1-132]DnaA[2-86] og kloner 
det i en ekspressionsvektor. Dette protein viser sig at være næsten lige så effektivt som vildtype 
λcI repressor til at inhibere λ plasmid replikationen (96 % inhibering). At DnaA proteinet kan 
selvoligomerisere er en vigtig egenskab for alle DnaA proteiner, som binder sig til oriC og 
initierer replikationen. Ved at deletere visse dele af domæne I viser Weigel et al. (1999) ligeledes, 
at hele domæne I er nødvendig for binding til et andet DnaA protein Weigel et al. (1999).  
Udover sin evne til at selvoligomerisere, kan DnaA proteinet også interagere med DnaB proteinet 
igennem N-terminus. (Sutton et al. 1998). Som nævnt tidligere, er DnaB en helicase, som 
deltager aktivt i DNA replikationen. Messer et al. (1999) viser in vivo, at det er aa 23-86 i N- 
terminus, der er nødvendig for at loade DnaB helicasen til oriC, således at DNA replikationen 
kan starte. Ud fra dette kan man se, at aa 1-86, der er nødvendige for oligomerisationen, 
overlapper aa 23-86 via hvilke, DnaA proteinet interagerer med DnaB helicasen.  
 
Domæne II, som strækker sig fra aa 87-134 varierer meget i størrelse i forskellige bakteriearter. I 
E. coli kan domæne II tolerere deletioner uden at miste sin funktion. På denne baggrund mener 
man, at domæne II udgør et fleksibelt loop (Schaper og Messer 1997). Således deleterer Messer 
et al. (1999) aa 87-104 og observerer ingen forskel i funktion fra vildtypen. På trods af at man i 
E. coli ikke tillægger domæne II en vigtig funktion, kan dette domæne muligvis være nødvendigt 
i f.eks. Streptomyces, da domænets længde er blevet konserveret i evolutionen (Messer et 
al.1999).  
 
DnaA domæne III aa 135-373 har flere essentielle funktioner. Det er denne del af DnaA 
proteinet, der er ansvarlig for binding af ATP og ADP. Som tidligere beskrevet, er ATP 
bindingen vigtig for åbning af det dobbeltstrengede DNA i oriC regionen. Domænet er stærkt 
konserveret og indeholder bl.a. Walker A og Walker B motif, som spiller en rolle i ATP binding 
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og boks VII motif, som er fælles for AAA+ familien af ATPaser (Erzberger et al. 2002). E. coli 
DnaA protein har i boks VII en konserveret arginin i position 281, som menes at spille en rolle 
for skelnen mellem, hvorvidt det er ATP eller ADP, der er bundet. Felczak og Kaguni (2004) 
tester denne hypotese ved at udskifte arginin med alanin (R281A) og viser, at mutantproteinets 
evne til at binde ATP og åbne oriC ikke er anderledes end vildtypen. Yderligere påviser de, at 
R281A mutanten er inaktiv i initiering af replikationen ved oriC. Dette skyldes ikke at DnaA ikke 
kan binde sig til DnaA bokse, men at DnaA ikke er i stand til at forme et stabilt DnaA-oriC 
kompleks, som bl.a. DnaB kan interagere med (Felczak og Kaguni 2004). 
Udover at binde ATP/ADP har domæne III også en DnaB bindende funktion. Det er aa 130-140 
som er ansvarlige for at binde DnaB, i modsætning til aa 23-86 i domæne I. 
 
Domæne IV befinder sig i C-terminalen af DnaA proteinet og strækker sig fra aa 374-467. Disse 
sidste 94 aa har vist sig at være nødvendige og tilstrækkelige for bindingen til DNA (Roth og 
Messer 1995).  
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Krystalstruktur af DnaA domæne IV viser at domænet består af seks α-helixer og fire loops  
(figur 7).  
 
 
Figur 7 viser krystalstruktur af DnaA proteinets DNA bindende domæne IV. C viser α-helixer (α1- α6) og de fire 
loops( L1- L4). D viser domæne IV interaktionen med DNA major groove fra forskellige vinkler  
(Fujikawa et al. 2003) 
 
Sutton og Kaguni (1997) viser, at mutationer i og omkring α3 og α5 især reducerer DnaA 
proteinets bindingsaffinitet for DnaA bokse. For yderligere at belyse spørgsmålet om, hvilke dele 
af domæne IV, der spiller den største rolle, isolerer Asklund og Atlung (2005) mere end 100 
forskellige DnaA mutantproteiner. Disse mutanter har fået udskiftet aminosyrer i domæne IV, 
men er fortsat i stand til at initiere kromosomreplikationen ved 42oC in vivo. Mutanter med 
aminosyresubstitutioner i α1, loop2 og α6 var fortsat i stand til at initiere kromosomreplikationen 
ved 39oC, mens andre substitutioner spredt udover hele domænet har negativ indflydelse på 
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DnaA proteinets evne til at binde DNA. Ud fra dette konkluderer Asklund og Atlung (2005), at 
hele domæne IV spiller en rolle i DNA binding, men samtidig påpeger de også, at de vigtigeste 
aminosyrer blandt domænets 94, befinder sig i mellem aa 30-80. 
 
Formål 
I dette projekt undersøger vi hvor vigtige R8, R5 og ATP- DnaA boksene er for DnaA 
reguleringen af mioC promoter. Det bliver gjort ved at måle transskriptionen fra mioC-gfp fusion 
på de respektive plasmider i hhv. DnaA+ og DnaA0 stammer.  
Derudover bliver kooperativiteten imellem DnaA boksene R5 og R6 i mioC promoteren 
undersøgt ved at måle β-galactosidase fra kromosomal mioC-lacZ fusion. Da R5 og R6 boksene 
også udviser kooperativitet ved oriC, har vi yderligere undersøgt hvorvidt initiering af 
replikationen bliver forstyrret. 
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Materialer og Metoder 
Bakteriestammer og media 
E. coli stamme                           Genotyper Reference 
MC1000 thi,∆ (ara-leu) 7679,araD139, 
lac ∆X74,galU,galK,rpsL                
Casabadan og Cohen (1980)      
TC5279 (TC3478/pJS8) C Dette arbejde 
TC5278 (TC3478/ pJS7) C Dette arbejde 
TC5277 (TC3478/ pJS3) C Dette arbejde 
TC5276 (TC4797/ pJS8) A Dette arbejde 
TC5275 (TC4797/ pJS7) A Dette arbejde 
TC5274 (TC4961/ pJS6) B Dette arbejde 
TC5273 (TC4797/ pJS3) A Dette arbejde 
TC5268A, B (TC4797/ 
pJS1A, B) 
A Dette arbejde 
TC5243 (TC4797/ pRR1)     A Atlung ikke publiceret (2006) 
TC 5225  (TC4797/ pTAC 
5225)   
A Hansen et al. ikke publiceret 
(2006B) 
TC5094 (TC4798/pTAC5094) P1 (RUC1024-dnaA/  -lacZ 
::attP) x 1929 kanR TS 
 
TC 5073 (TC4797/ 
pFHC2473)    
A Hansen et al. ikke publiceret 
(2006B) 
TC 4797A attB::dnaA p-lacZ ellers det 
samme som MC1000                 
Hansen et al. (1991) 
 
TC4961B RB210 (MC1000) x P1(4946 
attλ int) pmioCK12 lacZ kan.R 
camS TR  
Hansen et al. ikke publiceret 
(2006B) 
TC 3478C  dnaA:: cat, rnh-373, hsdR          Ingmer og Atlung (1992)  
Se Hansen et. al (1991) for 
konstruktion af dnaA::cat, 
rnh-373                                       
 
 
E. coli Ca2+ kompetente celler (Sambrook et al. 1989): TC4961  
E. coli RbCl2 kompetente celler (Hanahan 1985): TC4797 (DnaA+) og  TC3478 (DnaAo).  
 
Hvis ikke andet er opgivet, er stammerne dyrket på LB plader (Luria-Bertani medium) 
(Sambrook et al. 1989) og LB rør tilsat 100 µg/ml ampicilin (LB+AMB) 
Agarosegel: 1% agarose, 100 ml TEbuffer 1x og 10 µl 4mg/ml EtBr (Sambrook et al. 1989) 
Buffer: 80 ml TEbuffer 10x, 720 ml MilliQvand og 80 µl 4mg/ml EtBr (Sambrook et al. 1989) 
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 Plasmider  
Plasmiderne blev oprenset med High Pure Plasmid purification kit fra Roche Applied Science 
eller efter beskrevet procedure (Miller 1992) og transformeret efter procedure i Sambrook et al. 
(1989). For liste over anvendte plasmider (Appendiks Tabel A). 
Plasmidtegninger er konstrueret i WinSeq og viser de relevante gener og restriktionenzymer. 
  
Ligering 
Ligering af inserts og plasmider blev udført med T4 ligase fra Fermentas ifølge producentens 
protokol . 
 
Splice by Overlap Extension (SOE)  
Ved SOE proceduren bruges primere med baseændringer 
og som indføres som mutationer i et DNA 
stykke(template). Der bruges yderligere to ydre primere, 
som ikke er muterede. Via første step i PCR reaktion 
indføres mutationerne ind i template. Produktet er nu to 
forskellige enkelt strengede DNA, der overlapper 
hinanden i det stykke hvor mutationen er. Ved step 2 PCR 
reaktion bliver de muterede dele annealet og de vil 
fungere som hinandens primere. Det færdige produkt vil 
være dobbeltstrenget DNA indeholdende de ønskede 
mutationer (figur 8).  
 
 
 Figur 8 1M og 2M er mutagene primere 
1og 2 er yderprimere Modificeret efter 
Stracham et al. (2003) 
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Enzymer 
 
Navn Producent Katalog nr. Navn Producent Katalog nr. 
AgeI B #R0552S MluI F #ER0561 
BspEI B #R0540S NcoI F #ER0571 
ClaI B #R0197S PstI B #R0140S 
DraIII B #R0510S SmaI F #ER0661 
HindIII A #E1060Y XhoI B #R0146S 
A: Amersham Life Science. B: BioLabs Inc. F: Fermentas Life science. 
 
Tabel 1 Tabellen viser anvendte restriktionsenzymer. A, B og F henviser til producenterne 
 
Markører 
Lambda DNA/Eco91I (λBstEII) Marker, 15 #SM0111 fra Fermentas  (Appendiks figur A) 
Gene Ruler 100 bp DNA Ladder # SM1143 fra Fermentas (Appendiks figur A) 
 
Spektrofotometrisk måling af Optical Density (OD) 
OD måling er udført på Ultrospec 2100PRO fra Amersham Biosciences. 
 
Fluorescensmåling af GFP 
Stammerne TC4797 og TC3478 med plasmiderne pJS1A, pTAC5225 og pFHC2473 var dyrket 
på LB+AMP plader. De respektive stammer blev podet i LB+AMP rør og dyrket natten over 
(ON) i rystende vandbad ved 30 oC. 15 µl ON kultur blev podet i 15ml ABTG-Casa medium (AB 
minimal medium (Clark og Maaløve 1967) tilsat 1 µg/ml thiamine, 1% casaminosyre (Difco) og 
0.2% glucose og dyrket til OD450 0,5. Denne forkultur blev fortyndet 1000 gange og dyrket til 
OD450 0,5.  Derefter blev kulturen fortyndet 100 gange og dyrket til OD450 0,5. Disse fortyndinger 
blev udført for at opnå en cellekultur, der var 10 - 12 generationer gammel. Sidste fortynding er 5 
gange til OD450 0,1 og der blev udtaget prøver indtil OD450 0.5. DnaA+ stammen fik udtaget 
prøver hver 15. minut og DnaA0 stammen hver 30 min. Disse prøver blev brugt  til fluorescens- 
og OD450 måling. Bakteriernes proteinsyntese blev stoppet med 100µg/ml chloramfenikol 
(CAM). Prøverne var scannet på Bio-Tek Instruments Inc. Synergy HT scanner med ekscitation 
på 485/20 nm. Fluorescensemission var målt med 585/20 nm filter og 75 nm sensitivitet og der 
blev målt absorbans ved 595nm. Hver celleprøve blev målt tre gange.    
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Ved fluorescensmåling af stammerne  TC4797 og TC3478 med pJS7 og pJS8 plasmiderne, blev 
der taget prøver hver 45.minut for DnaA0 stamme, og denne stamme havde ikke plasmidet 
pTAC5225 som nulreference. Ud over dette blev proceduren for pJS1 fulgt. 
 
Flowcytometrimåling 
Prøver til flowcytometri blev udtaget ved OD450 0,2 og 0,4 fra opdyrket kultur brugt til GFP 
målingen. Disse prøver blev tilsat 10 µg rifampicin (30µg/ml) og 10 µg cephalexin (36µg/ml), 
som stopper initiering af replikationen og celledeling. Umiddelbart før målingen blev cellerne 
tilsat mithramycin og ethidiumbromide som farvede DNAet, hvorefter det blev exiteret med UV 
lys. Den emiterede fluorescens (FL) er proportionel med mængden af DNA. Ud over DNA 
mængden blev cellestørrelsen også målt ved lightscatter (LS).    
 
PCR amplificering 
PCR reaktionerne (Protocol i Fermentas Molecular Biology Catalog & Product Application 
Guide) blev udført på Biometra® Personal Cycler. Fermentas Taq polymerase blev brugt, hvis 
ikke andet er angivet. Alternativt var der få gange anvendt Platinum® High Fidelity DNA 
Polymerase fra Invitrogen og Phusion™ High Fidelity DNA Polymerase fra Finnzymes. 
 
DNA sekvensanalyse 
PCR fragmenterne til sekventering var oprenset ifølge metoden High Pure PCR product 
purification kit fra Roche Applied Science, og blev målt på ABI PRISMTM 310 Genetic Analyzer 
fra Applied Biosystems ifølge producentens protokol. Sekvenserne blev redigeret i Chromas og 
sammenlignet med de teoretiske sekvenser i WinSeq i LFASTA og Clustal X (version 1.83) 
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Oligonukleotider 
Primere 
PBR1A  5’ CCG AAA AGT GCC ACC TGA CG 3’     
PBR11 5’ CTA TTA ATT GTT GCC GGG AAG CT 3’ 
GFP5      5’ CAC ATC ACC ATC CAG TTC CAC C 3’ 
GFP7  5’ TTT ATA CAG CTC ATG CAT GCC ATG 3’ 
mioC-H3-1 5’ CCC ATC AAG CTC TGA TAA GCT TTT TTA ATC CCA TAC 3’ 
mioC-H3-2 5’ AGC TTA TCA GAG CTT GAT GGT ACG CA 3’ 
mioC-XhoI-1  
5’ CAC TCG AGA TAA AGG TGG CGG TTT A 3’ 
mioC-XhoI-2  
5’ CAC CTT TAT CTC GAG TGG CGT ATT GTA CGC 3’ 
Linker 
Ufosforyleret 8’mer HindIII :  5’ d(GCTGCAGC) 3’ Biolab #1013 
   
Adaptorer  
MioC adap. 1A R8 mut, -35 konsensus, R5 norm   
 5’AGCTTTTTTGTATCGATACTTTTCCACAGGTTGACATCAA 3’ 
MioC adap. 1B R8 mut, -35  consensus, R5 norm   
5’ CGCGTTGATGTCAACCTGTGGAAAAGTATCGATACAAAAA  3’ 
MioC adap. 2A R8 mut, -35 consensus, R5 super  
 5’AGCTTTTTTGTATCGATACTATTCCACAGGTTGACATCAA 3’ 
MioC adap. 2B R8 mut, -35 consensus, R5 super  
 5’CGCGTTGATGTCAACCTGTGGAATAGTATCGATACAAAAA  3’ 
Mutationerne er understreget 
 21
Resultater 
Konstruktionen af pJS1 
 
4783 bp
pFHC2473
M
lu
I
PstI
tetgfpEC
tet
origin
bla
3933 bp
pTAC5225
M
lu
I
PstI
asnC'
m
ioC''tet 
rom
origin
bl
a
 
 
For at finde ud af om R8 boksen alene har en indflydelse på 
transkriptionen fra mioC promoteren er pJS1 blevet konstrueret 
med et muteret R8 boks og gfp som rapportergen nedstrøms mioC 
promoteren. pJS1 er blevet konstrueret ud fra pTAC5225, som er 
et plasmid med muteret R8 boks og et wt pFHC2473 med gfp. 
Begge plasmider blev skåret med restriktionsenzymer PstI og 
MluI, ligeret sammen og transformeret ind i kompetente celler 
stamme TC4797. 10 udvalgte plasmider fra GFP-fluorescerende 
kolonier blev skåret med PstI og ClaI, eftersom sidstnævnte 
restriktionssite kun findes i det ønskede plasmid. 
4723 bp
pJS1
C
la
I
asnC'gfpEC
tet
origin
bla
 
 22
 
Figur 9  8 af i alt 10 plasmider skåret med PstI og ClaI(+). Ikke skåret (-). 
Nr. 2,5,6 og 8 udvælges. Markør λBstEII  
 
På figuren (figur 9) kan man se, at plasmid 1 og 3 ikke er blevet skåret med begge de respektive 
enzymer og derfor bliver de udelukket for at være det ønskede plasmid. Derimod bliver de 
resterende numre 2 og 4-8 identificeret som pJS1 da skæring med PstI og ClaI giver to 
fragmenter på hhv. 823 og 3900 bp. 
For yderlige identifikation udvælges fire af de korrekt skårede plasmider (nr 2,5,6 og 8) og 
skæres med MluI (gelbilledet ikke vist). Da alle fire plasmider giver et bånd på 4723bp, som også 
er det ønskede båndstørrelse for pJS1 bliver de alle bekræftet i at være den ønskede konstruktion 
der kaldes pJS1.   
For at bekræfte at der ikke er indført andre mutationer i pJS1, blev der udført en sekventering af 
pJS1 vha. PBR1A og GFP primere, og sammenlignet med de teoretiske sekvenser for pJS1.tx i 
Winseq. Sammenligningen viste fuld overensstemmelse mellem disse sekvenser (Appendiks 
figur B). 
 
Den muterede R8 boks indflydelse på mioC promoter 
For at måle hvilken påvirkning den muterede R8 boks har på transskriptionen fra mioC promoter, 
blev pJS1, pFHC2473 og pTAC5225 transformeret ind i DnaA+ (TC4797)og DnaA0(TC3478) 
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stammer. pTAC5225 er nulreferencen, da dette plasmid ikke har GFP. Ligeledes blev DnaA0 
taget med som kontrol for at vise forskel i promoteraktivitet.  
Begge stammer blev dyrket i ABTG + casa medie i minimum 6 generationer, således at de opnår 
eksponentiel vækst og stabil plasmid kopital, og der blev taget prøver fra kulturerne med faste 
intervaller. Figur 10 viser GFP fluorescensmålingen for DnaA0 stamme TC3478 med wt 
pFHC2473 og pJS1 (muteret R8 boks). 
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Figur 10 Målte fluorescensværdier for mioC promoter i TC3478 med hhv. pJS1 og pFH2473. 
Fluorescens er målt i tidsprøver udtaget indtil OD450 = 0,5 
 
Resultaterne fra forsøget viser, at der ikke er en væsentlig forskel mellem de to plasmider, når det 
kromosomale dnaA gen er ødelagt. De detekterede GFP fluorescensniveauer for de to plasmid 
stammer er nogenlunde ens pr. tid. Dette resultat viser, at mioC promoteren bliver udtrykt lige 
dårligt i DnaA proteinets fravær, hvilket stemmer godt overens med det forventede. Den 
manglende DnaA proteinets binding til DnaA bokse i mioC gør at polymerasen frit kan 
påbegynde transkriptionen af mioC gfp.  
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Ved at sammenligne OD450 over tid vises det, at der er samme vækstrate for de to forskellige 
plasmider (figur 11).  
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Figur 11 Væksten af  DnaA0 stammen med pJS1 og pFHC2473 i forhold til tid i minutter   
 
Dette er vigtigt, da fluorescens værdierne derfor ikke er et udtryk for forskellige 
væksthastigheder i celler med to forskellige plasmider og som derfor kan opveje en mulig forskel 
i udtrykket af GFP. 
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Figur 12 Væksten af  DnaA+ stammen med pJS1 og pFHC2473 i forhold til tid i minutter   
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Den tilsvarende vækstkurve for DnaA+ (figur 12) viser det samme billede som ved DnaA0. Her er 
der ligeledes den samme væksthastighed, og derfor kan resultaterne fra fluorescensmålingerne i 
DnaA+ sammenlignes.  
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Figur 13  Viser målte fluorescensværdier for mioC promoter i TC4749 med hhv. pJS1 og pFH2473 som mål for 
promoterens aktivitet. Fluorescens er målt i tidsprøver udtaget indtil OD450 = 0,5 
 
Figur 13 viser tydeligt, at der er en forskel på de to plasmiders udtryk fra mioC promoter.  Begge 
plasmider har under hele vækstforløbet nogenlunde den samme forskel i fluorescens. Den violette 
kurve ligger ved alle prøver flere tusinde enheder højere end den tilsvarende blå kurve, hvilket 
betyder, at der er mere repression af promoter fra pJS1. Da muteret R7 og ATP-DnaA boks kun 
giver en lille ændring i repressionen, er det forventet at muteret R8 vil give det samme resultat  
På figuren kan man også se, at der efter 60 min. sker en kraftig stigning for begge kurver, og 
niveauet for fluorescens bliver flere gange højere på én generationstid. Denne stigning skyldes, at 
ved en OD450 større end 0,5 vil plasmiderne replicere sig ukontrolleret og derved opnå et højt 
plasmidkopital, som også vil udtrykke mere GFP. OD450 er ved 75 min. netop 0,54 og 0,56 for 
henholdsvis pFHC2473 og pJS1.  
 
Eftersom vi ikke forventede at mioC skulle være superrepresseret, blev de tidligere beskrevede 
forsøg gentaget med 5268A stamme (pJS1 A) og 5268B stammen (pJS1 B) undergik de samme 
målinger. Inden målingerne blev gentaget, blev plasmiderne PJS1A, pTAC5225 og pFHC2473 i 
DnaA+ stammen (TC4797) og PJS1A og pFHC2473 i DnaA0 stammen amplificeret vha. PBR1A 
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og GFP5 primere, hvorefter de blev skåret med ClaI. Dette viste at der ikke var byttet om på 
prøverne, og derfor var der grundlag for gentagelse af målingerne. 
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Figur14 Kontrol af tidligere resultater ved gentagelse med pJS1A og pJS1B sammenlignet med wt  pFHC2473 
 
Af figur 14 ses, at pJS1 A og pJS1 B viser ensartede resultater, da deres to kurver følges ad. 
Plasmid pFHC2473 har også i dette forsøg det højeste fluorescensniveau, hvilket svarer til 
tidligere målinger (figur13). Derved bliver tidligere resultater bekræftet i dette nye forsøg. mioC 
promoteren med den muterede R8 boks i pJS1 A og B er bedre represseret i transskriptionen af 
mioC genet end den tilsvarende vildtype mioC promoter. 
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Figur 15 Kontrol af tidligere resultater ved gentagelse med pJS1A og ny forsøg med pJS1B, 
sammenlignet med wt pFHC2473  
 
OD450 i DnaA + stammen er også her målt ved tidsprøverne (figur 14) for at vise, at der er 
overensstemmelse mellem væksthastigheder for de forskellige plasmider, og at dette ikke er 
årsagen til et højere GFP-niveau. Figur 15 viser at cellerne vokser med samme hastighed. 
 
Delkonklusion 
mioC promoteren med den muterede R8 boks i pJS1 er bedre til at blive represseret i forhold til 
wt pFHC2473 i DnaA+ stamme. I modsætning til dette kunne der ikke observeres forskel i 
ekspressionen af mioC promoteren imellem pJS1 og pFHC2473 i DnaA0 stamme. 
 
pFHC2473 GFP ↑ DnaA binding↓ 
pJS1 GFP ↓ DnaA binding↑ 
 
Tabel 2 Skema viser sammenhæng mellem målt GFP 
og binding af DnaA til R8 boks for pFHC2473 og pJS1 
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 Konstruktionen af pJS2 
Formålet med pJS2 er at måle ekspressionen af mioC 
promoter ved at indsætte adaptorer med ændrede 
sekvenser for DnaA bokse imellem HindIII og XhoI 
site.  
 pJS2 plasmidet blev forsøgt konstrueret ved at 
indsætte ufosforyleret 8’mer HindIII linker ind i 
pRR1’s SmaI skæringssite, hvorved et HindIII 
skæringssite indføres. pRR1 er kloningsvektor med 
multikloningssite som vist på plasmidfiguren til højre. 
Ved at bruge ufosforyleret linker undgås, at det skårede 
plasmid bliver ligeret med flere internt ligerede linkere, 
der giver flere skæringssites. De ufosforylerede linkere kan ikke ligere med sig selv.  
 
fter vellykket skæring med SmaI, blev det skårede plasmid pRRI og det hhv. ufortyndede og 
es otte 
E
fortyndede linker ligeret sammen og transformeret ind i TC4797. Transformationen gav fine 
kolonier på LB-AMP pladerne med flest kolonier på pRRI+ 1:100 HindIII linker pladen. 
Identifikation af det formodede pJS2 blev foretaget ved, at der fra hver fortynding udvalgt
kolonier til koloni PCR, som blev udført vha. GFP5 og PBR1A primere. For at identificere det 
rigtige plasmid med HindIII skæringssite, blev de amplificerede PCR fragmenter skåret med 
HindIII (figur 16) 
 
 
Figur 16 PCR amplificeret DNA, uskåret og forsøgt skåret med HindIII.  
Markør Gene Ruler 100 bp DNA Ladder og λBst( II)  
 
ontrolgelen (figur 16) vi ket HindIII skæring. Det 
amplificerede produkt på 274bp skulle i teorien give to fragmenter på hhv 142 og 138 bp, men 
E
K ser en succesfuld amplificering, men en mislyk
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som man kan se på figur 16 ligner de skårede og uskårede pJS2 kloner hinanden ved at have bånd 
placeret på en lige linie. Det må derfor konkluderes, at der ikke er blevet indført HindIII 
skæringssite i pRRI. 
 
Da den rigtige klon ikke blev fundet blandt de 24 prøver, kunne HindIII mistænkes for ikke at 
unne skære. Effektiviteten af restriktionsenzymet blev kontrolleret på pBR322 plasmidet, der 
 PCR 
mplificeringen i skæringsreaktionen. For at udelukke dette som årsagen til manglende 
k
netop har skæringssite for HindIII. Da pBR322 bliver skåret af HindIII frikendes ineffektivt 
HindIII enzym som værende årsagen til manglende skæringer af PCR fragmenter.  
 
Ved skæring af PCR produkt bliver der overført reaktionsblanding (buffer m.m.) fra
a
skæringer, blev pBR322 blandet med og skåret i koloni PCR blandingen.  
 
 
Figur 17 Kontrol af HindIII skæring i PCR reaktionsvæske. De nederste bånd på 274bp er forsøgt skåret pcr 
amplificerede fragmenter af pJS2 De øverste bånd på 4361 bp viser det skårede pBR322 
 
Gel
hermed end
ørt 32 nye koloni 
CR kun fra plade 1:1. Der er størst chance for at det ønskede plasmid er på denne plade, efter 
er ind i det SmaI skårede pRRI. En mulig 
rklaring på de opnåede negative resultater kunne være, at det skårede pRRI har lukket sig 
en viser at HindIII godt kan skære ved tilstedeværelsen af PCR reaktionsbuffer, og beviser 
nu en gang, at årsagen ikke skyldes enzymineffektivitet (figur 17)  
 
Da der ikke er noget, der tyder på, at fremgangsmåden er forkert, bliver der udf
P
som der her er lige store koncentrationer af vector og insert. Efter skæring med HindIII giver de 
32 koloni PCR produkter samme negative resultat. 
 
Det har vist sig at være svært at splejse HindIII link
fo
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sammen uden at optage HindIII linker. SmaI enzymet efterlader blunt ends ved skæringen, og 
disse kan være sværere at ligere sammen med linker end sticky ends. Derfor bliver en ny 
fremgangsmåde afprøvet. Denne gang bliver der skåret med SmaI efter ligering. Derved vil 
plasmider, som ikke har optaget linker blive skåret til liniær DNA, som E. coli efterfølgen
nedbryde efter transformationen. Derimod vil de plasmider, der har optaget HindIII linker, ik
længere have SmaI skæringssite, og derfor vil disse plasmider ikke blive skåret af SmaI. Denne 
procedure øger muligheden for at de transformerede kolonier i højere grad vil være med linker. 
 
Den nye transformmation af ligering giver færrest kolonier fra 1:100 fortynding på LB + AMP 
de vil 
ke 
lade i modsætning til før, hvor 1:100 gav flest kolonier. 32 kolonier fra hhv. 1:1, 1:10 og 1:100 
 
er har næppe været en rigtig klon mellem de mange kolonier på pladerne, eftersom i alt 120 er 
t. En mulig årsag kunne være, at SmaI enzymet er blevet kontamineret med 
I-
d 
, 
de 
p
fortynding udvælges til koloni PCR. De PCR amplificerede produkter bliver skåret med HindIII
med samme negative resultat.  
 
Konklusion  
D
blevet undersøg
fosfatase, som nedbryder fosfaterne fra de skårede DNAender. Eftersom HindIII linker også er 
ufosforyleret, vil det derfor ikke være muligt at ligere linkeren sammen med det skårede pRR
plasmid. Hvis tiden havde været til det, kunne konstruktionen have været forsøgt gennemført ve
selv at fosforylere HindIII linker og fjerne fosfaterne fra de skårede DNA ender før ligering, da 
denne procedure formodes at have en højere succesrate. Eftersom enzymet har vist sig at være 
effektivt i PCR skæringsblandingen, er den eneste mulige årsag til den mislykkede identifikation
forurening af SmaI enzymet med fosfatase som tidligere antydet. En anden mulig fremgangsmå
havde været at sekventere det PCR amplificerede stykke for at be- eller afkræfte, at HindIII linker 
var ligeret med det SmaI skårede pRRI plasmid. På grund af tidsmangel bliver arbejdet med 
linker HindIII afsluttet her, og formålet med denne plasmidkonstruktion bliver forsøgt 
gennemført med en anden konstruktion. 
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Konstruktion af pJS3 og pJS4  
Formålet med konstruktion af pJS3 og pJS4 er at konstruere pJS5, da de skal 
bidrage med hhv. HindIII og XhoI skæringssites. Det videre formål med 
pJS5 er at undersøge ekspressionen af mioC promoter hvor R8, ATP og R7 
er muteret og -35 er ændret til promoter koncensus sekvens. Desuden skulle 
pJS5 også indeholde en hhv. normal R5 eller super R5 DnaA bokse. Disse 
ændringer skulle indsættes mellem HindIII og XhoI skæringssites i pJS5.  
 
Det følgende vil være en gennemgang af konstruktionen af pJS3 og pJS4. 
utationen i pJS3, som skulle indføre et HindIII skæringssite opstrøms mioC promoter, blev 
 
d i 
pJS4 plasmidet blev der forsøgt indført en mutation nedstrøms af mioC promoter. De muterede 
 
g 
ige 
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M
udført ved SOE ved at bruge mioC-H3-1 og mioC-H3-2 som de mutagene primere, PBR11 og
GFP5 som de ydre primere og pFHC2473 som template. PCR reaktionerne var udført med 
Platinum® High Fidelity DNA polymerase. De amplificerede PCR fragmenter (inserts) og 
pFH2473 blev skåret med PstI og MluI og ligeret sammen. Ligeringen blev transformeret in
TC4797 og identifikation af den rigtige klon blev udført ved at skære koloni PCR produktet med 
HindIII. 
 
I 
sekvenser skulle således indføre et XhoI skæringssite ved SOE metoden. Mutationen blev forsøgt 
indført ved at bruge mioC-XhoI-1 og mioC-XhoI-2 som de mutagene primere, PBR11 og GFP7 
som de ydre primere, og pFHC2473 som template. PCR reaktionerne var både udført med 
Platinum® High Fidelity DNA Polymerase og Phusion™ High Fidelity DNA Polymerase. 
PCR fragmenter (inserts) med XhoI mutationen og pFH2473 blev skåret med PstI og NcoI o
ligeret sammen. De ligerede pJS4 blev transformeret ind i TC4797 og identifikation af den rigt
klon blev forsøgt udført ved at skære koloni PCR produktet med XhoI.  
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Den følgende beskrivelse af plasmidkonstruktioner er angivet i detaljer, idet det er vigtigt for 
læseren at følge med i de enkelte steps i processen. Grunden til dette er, at det ikke er lykkedes at 
konstruere pJS4, og at der kun er identificeret en rigtig klon af pJS3 med HindIII skæringssite. 
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Det første step i SOE metoden hvor A og B produkterne bliver dannet (se metode) er blevet 
udført med succes (figur18).  
 
 
 
 
 
A  B 
 
 
 
 
Figur 18 Produktet af PCR reaktionen fra Step1 SOE 
Gelen viser A og  B fra HindIII(A) og XhoI(B) før Step2. 
Markør λBstEII 
Figur 19 Kontrol af step 2 i SOE mellem A,B HindII 
 A,B XhoI ikke vist. Markør λBstEII 
 
Gelen (figur 18) viser produktet efter Step 1 fra PCR reaktion af A og B for henholdsvis pJS3 og 
pJS4. Båndene på gelen er tydelige for alle 4 reaktioner.  
 
SOE step 2 annealer A og B sammen så korresponderende baser parres. Dette foregår som i SOE 
step 1 PCR reaktion. Gelen (figur 19) viser produktet fra PCR reaktionen. 
SOE step 2 for HindIII lykkes første gang, og dette vil ikke blive yderlige beskrevet, i 
modsætning til XhoI, der er beskrevet i næste afsnit. 
. 
PCR reaktionen af SOE step 2 for XhoI blev kørt med Platinum Taq High Fidelity polymerase og 
kontrolgelen viste tre bånd i stedet for ét (gel ikke vist). Da denne polymerase ikke er velegnet til 
lange stykker PCR (større end 600 bp) og yderligere kræver længere tid end de1½ minut, som 
polymerasen fik til at forlænge i, blev der prøvet med Phusion High Fidelity DNA-polymerase. 
Gelen viste stadigvæk tre bånd, så en skift af polymerase gav ikke et rent produkt (gel ikke vist). 
Årsagen til urenhederne er muligvis, at opløsningerne med A og B fragmenterne indeholder 
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mindre fragmenter med primersekvenser, som polymerasen også kopierer. På gelbilledet (figur 
18B) ses en smear efter primærfragmenterne og det er muligvis dem, der generer polymerasen. 
Derfor blev A og B oprenset på kolonne før step 2 og dette gav et rent XhoI insert.  
Produktet fra SOE step 2 med formodede HindIII og XhoI skæringssites bliver renset for DNA-
rester, da det rene produkt vil øge chancen for en vellykket ligering.  
 
Herfra adskilles gennemgangen af pJS3 og pJS4 for at give en tydeligere beskrivelse af forløbet. 
 
pJS3 
Før ligering blev pFHC2473 og HindIII insert skåret med PstI og MluI (figur 20).  
 
Figur 20 Kontrol af pFHC2473 (brønd 2) og HindIII insert (brønd 3) skåret med PstI og MluI. Markør λBstEII 
 
Gelen (figur 20) viser, at pFHC2473 er blevet til to fragmenter. Disse skal iflg. teorien være 3872 
bp og 911 bp, og ud fra markøren ser det rigtigt ud. Båndet for HindIII insert ses i tredje række på 
911 bp.  
Efter succesfuld ligering blev det formodede pJS3 transformeret i TC 4797. De transformerede 
plasmider blev PCR amplificeret i 32 reaktioner og skåret med HindIII. Til amplificeringen blev 
primere PBR11 og GFP5 anvendt. 
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Figur 21 Gel viser produktet efter koloni PCR. Alle prøver er forsøgt skåret med HindIII.  
Brønd nr. 11 viser to bånd efter skæring 944 bp og 222 bp. Markør Gene Ruler 100 bp DNA Ladder 
 
Gelbilledet viser (figur 21) nogle af de 32 PCR reaktioner. Brønd nr. 11 viser sig at have HindIII 
skæringssite, og her er der to tydelige bånd på hhv. 944 og 222 bp der indikerer at DNAet er 
blevet skåret.  
 
pJS4 
Før ligering bliver vektor pFHC2473 og XhoI insert bliver skåret med PstI og NcoI og en gel 
bliver kørt.  
 
 
Figur 22 Skæring af pFHC2473 (brønd 2) og XhoI insert (brønd 3) med PstI og NcoI før ligering.  
Pilen indikerer et båndet på 548 bp der, er skåret ende fra insertet. Markør λBstEII 
 
Gelen (figur 22) viser, at pFHC2473 er blevet skåret med PstI og NcoI. De to fragmenter på 3590 
bp og 1193 bp passer godt med de teoretiske fragmentstørrelser. Båndet i brønd 3 på 1193 bp er 
XhoI insert, skåret i enderne, så den passer med vektoren.  
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De skårede fragmenter blev ligeret sammen og ligeringen blev kontrolleret på gel. De formodede 
pJS4 plasmider blev transformeret ind i TC4797. 
 
Fremgangsmåden for HindIII blev gentaget for at finde den rigtige koloni med XhoI insert og 
primer PBR11 og GFP7 blev brugt til koloni PCR. Desværre viste det sig, at ingen PCR 
produkter havde det rigtige skæringssite. Efter at have kontrolleret alle 32 udtagne kolonier uden 
resultat blev det rene PCR amplificerede produkt fra SOE step 2 kontrolleret for indsat XhoI site. 
Gelen (ikke vist) viste, at der var indsat XhoI skæringssite i SOE produktet. Det er derfor ikke 
skæringssitet, der er årsagen til manglende identifikation af korrekt klon. For at kontrollere om 
XhoI kan skære i reaktionsvæsken fra koloni PCR, blev pFH2102, der har XhoI skæringssite, 
skåret i koloni PCR opløsning. Gelen (ikke vist) viste, at det var muligt at skære med XhoI i PCR 
væske og at det ikke var ineffektivt enzym, der var årsag til manglende skæringer.  
En geloprensning af de ønskede fragmenter og derefter ligering kunne øge muligheden for at 
konstruere den rigtige klon. 
 
Konklusion 
Det er lykkedes at konstruere pJS3 men ikke pJS4. Det er derfor ikke muligt at konstruere pJS5, 
der skulle have været en kombination af dem begge med både et HindIII og et XhoI site. Med 
pJS5 ville det være muligt at skære sekvensen for de vigtige DnaA bokse ud af plasmidet og 
indsætte ændrede sekvenser. Løsningen er at benytte pJS3 med HindIII og det MluI-site, der 
ligger opstrøms for DnaA-boks R7. Det er derfor ikke muligt at skære R7 boksen ud sammen 
med sekvenserne for R8, R5, ATP boks og – 35 promoteren, der netop ligger mellem HindIII- og 
MluI-sitet. Denne mulighed for at ændre sekvensen bliver brugt i det næste forsøg, hvor en 
normal R5-boks, muteret R8-boks og konsensussekvens for – 35 promoter (pJS7), bliver testet 
over for de samme ændringer men med en super boks i R5 position (pJS8), som fremover vil 
blive refereret til som super R5.  
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Konstruktion af pJS7 og pJS8 
 
Formålet med denne konstruktion er at undersøge om de ændrede 
DnaA bokse i mioC promoteren har indflydelse på ekspressionen 
af promoteren. Dette undersøges ved at indsætte oligonukleotider 
med normal R5 boks (MioC-Adap1) eller super R5 boks, som har 
fået ændret sekvensen til R1 DnaA boks (MioC-Adap2) ind i 
pJS3. Begge adaptorer har ud over normal R5/superR5 også 
muteret R8 boks med ClaI skæringssite og ændret ATP boks til -
35 promoter konsensus sekvens (ATP boksen befinder sig inde i -
35 sekvensen). Adaptorerne er ud over de ændrede sekvenser 
konstrueret med en del af MluI og HindIII skæringssite i enderne. 
 
pJS3 blev skåret med MluI og HindIII og succesfuld ligeret med 
hhv. MioC- Adap1 og MioC-Adap2, hvorved de formodede pJS7 og pJS8 plasmider blev dannet. 
De ligerede plasmider blev transformeret ind i DnaA+ stamme TC4797. Den korrekte klon blev 
forsøgt identificeret ved at skære med MluI, HindIII og ClaI på én gang, eftersom den rigtige 
klon ville have alle tre skæringssites. ClaI skæringssitet er indbygget i adaptorerne, mens 
skæringssites for MluI og HindIII er blevet rekonstrueret ved ligeringen. 
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10 plasmider, 5 fra hver ligeringsblanding, blev hhv. skåret med alle tre enzymer og kun med 
ClaI. Desværre kunne den rigtige klon ikke identificeres ved enzymskæring, eftersom der ikke 
fremkom tydelige bånd på de forventede fragmentstørrelser. Den endelige identifikation af pJS7 
og pJS8 foregik ved sekventering af de respektive plasmider vha. GFP5 primer (Appendiks figur 
C og D) 
 
De ændrede DnaA bokses påvirkning af mioC promoter ekspression 
GFP måling af DnaA+ stammen blev udført med fire forskellige plasmider. pJS7 (normal R5), 
pJS8 (super R5), pFHC2473 (wt) og pTAC5225 (nulprøve). DnaA0 stammen blev målt med 
plasmiderne pJS7, pJS8 og pFHC2473. 
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Figur 23 GFP måling af pJS7, pJS8 og pFHC2473 i DnaA0 stammen 
 
Måling af GFP i DnaA0 (figur 23) stammen viser, at niveauet i pJS7 og pJS8 er meget lig 
hinanden og ligger på nogenlunde samme niveau under hele måleforløbet. Måleresultaterne for 
pFHC2473 ligger 2-3 gange højere med en opadgående kurve. Dette resultat stemmer ikke 
overens med tidligere resultater der er målt på DnaA0 med pFHC2473 og plasmid med ændret 
ATP boks til -35 konsensussekvens (Hartvig et al.2004). Resultatet fra denne undersøgelse viser, 
at udtrykket af GFP er 2,3 gange højere for mutanten end for pFHC2473. Forklaringen på de lave 
værdier i figur 23 kan være, at der ikke er plasmid i cellerne. Cellerne er i forvejen så hæmmet i 
deres vækst, og ved at få plasmider med høje GFP udtryk bliver de yderligere hæmmet. 
Efterhånden som ampicilin bliver nedbrudt i kulturen, kan celler uden hæmmende plasmider gro 
over de celler, der har plasmider og derfor ender kulturen højst sandsynligt uden de korrekte 
kloner. Denne forklaring bliver underbygget af figur 24, der viser væksthastighederne for DnaA0 
med forskellige plasmider. 
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Figur 24 OD450 måling for pJS7, pJS8 og pFHC2473 i DnaA0 stammen 
 
Hældningen er næsten den samme for pFHC2473, pJS7 og pJS8 hvilket betyder, at de har 
nogenlunde den samme fordoblingstid. Den beregnede fordoblingstid er hhv. 87, 90, 111 
minutter for de respektive plasmider, hvor pJS8 har den længste og pFHC2473 og pJS7 følges ad. 
 
OD450 målinger på DnaA+ stammen (Figur 25) viser et mere forventeligt billede af celler, der har 
fået plasmider med højt GFP udtryk. 
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Figur 25 OD450 måling for pJS7, pJS8 og pFHC2473 i DnaA+ stammen 
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Her er hældningen for wt stejlere, hvilket betyder, at generationstiden er lavere. De to mutanter 
pJS7 og pJS8 følges ad, og da hældningen er lavere end ved wt, er generationstiden derfor højere. 
Den beregnede generationstid er 29 og 32 minutter for hhv. pTAC5225 og pFHC2473. pJS7 og 
pJS8 har en generationstid på 34 og 38 minutter. Ud fra dette kan det ses at celler med højt GFP 
udtryk vokser langsommere.  
 
dnaA+ GFP måling pJS7 og  pJS8
1000
10000
100000
0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0,600
OD 
Fl
uo
re
sc
en
s
pJS7
pFHC2473
pJS8
 
Figur 26 GFP måling af pJS7, pJS8 og pFHC2473 i DnaA+ stammen over for OD450 0,2 
 
Måling af GFP i DnaA+ stammen viser, at pJS7 og pJS8 har den samme hældning og at pJS7, der 
har normal R5 boks, har et lavere udtryk af GFP end pJS8 med super R5 (figur 26). pFHC2473 
udtrykker GFP på et væsentligt lavere niveau dog med den samme hældning.  
 
 pFHC2473 pJS7 pJS8 
 
Specifik GFP aktivitet 23968 199041 212696
 
Muterede plasmider/wt  8,3 8,9 
 
 
Tabel 3 Den specifikke aktivitet for pFHC2473, pJS7, pJS8 
og forholdet mellem pJS7, pJS8 og pFHC2473 
 
 
Tabel 3 viser den specifikke GFP aktivitet (GFP intensitet / OD450) mellem mutanterne og wt 
plasmidet. Det ses, at GFP gennemsnitligt udtrykkes 8,3 (pJS7) og 8,9 (pJS8) gange højere end 
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for wt. Disse forhold bekræfter, at der er en stor derepression i de to muterede plasmider som 
udtrykkes ved høje GFP målinger.  
 
Ud over at måle fluorescens, er der også udført flowcytometriske målinger for pJS7 og pJS8 i 
DnaA+ stammen. Denne målemetode viser bl.a. mængden af DNA angivet ved fluorescens (FL) 
og cellestørrelsen angivet ved lightscatter (LS). Det er gjort for at undersøge om DnaA binding til 
de ændrede bokse i mioC promoteren påvirker initiering af replikationen ved OriC. 
 
OD Plasmid LS1 FL3 FL / LS 
   Mean    
0,2 pFHC2102 75 78 1,00 
0,2  pJS7 75 90 1,15 
0,2  pJS8 74 84 1,09 
0,4 pFHC2102 79 78 0,95 
0,4  pJS7 68 76 1,07 
0,4  pJS8 73 80 1,05  
 
Tabel 4 Viser LS og FL for pJS7 og pJS8 samt kontrolstammen.  
Værdierne normaliseret til kontrolstammen ved OD450 0,2 
  
Ved at se på tallene for OD450 0,2 til OD450 0,4 for de tre plasmider kan det ses, at forholdet 
mellem DNA indholdet og cellestørrelsen (FL/LS) er faldende. Der er en tendens til at wt 
plasmidet starter lavere (OD450 0,2) end de muterede plasmider. Ved stigende OD (OD450 0,4) 
falder forholdet for de tre plasmider, men de bevarer nogenlunde den samme indbyrdes fordeling.  
Hvis man kigger på de grafiske afbildninger fra de flowcytometriske målinger, kan det ses, at der 
er synkroni i cellerne (ikke vist).  
 
Delkonklusion 
De muterede DnaA bokse i pJS7 og pJS8 i DnaA+ stammen viser ikke at en hæmmende effekt på 
mioC promoteren, da transskriptionen fra denne promoteren er langt højere i disse to mutanter 
end i vildtypen. GFP værdierne fra de tilsvarende plasmider i DnaA0 stammen kan desværre ikke 
bruges, da de viser det omvendte billede af DnaA+ stammen dvs. at vildtypen med en ikke 
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konsensus -35 sekvens er bedre til at producere GFP end pJS7 og pJS8 med en konsensus -35 
sekvens. 
Derudover kan man se at GFP hæmmer cellevæksten, da celler med pJS7 og pJS8 ikke vokser 
lige så hurtigt som kontrolstammen. Dette er resultatet for DnaA+ stammen, men det er ikke 
muligt at sige hvor stor en andel af GFP udtrykket, stammer fra de muterede sekvenser, da der 
ikke foreligger troværdige resultater fra DnaA0 stammen. 
 
Konstruktionen af pJS6 
Formålet med konstruktionen af pJS6 er, at 
finde ud af om DnaA N-terminus bryder den 
kooperative binding imellem DnaA boks R5 og 
R6. Som beskrevet i teoriafsnittet er bindingen 
mellem to DnaA proteiner medieret igennem N-
terminus delen af proteinet.  
 
pJS6 plasmidet bliver konstrueret ved at skære 
pTAC5094 med AgeI og BspEI enzymer og 
ligere de frie ender af plasmidet tilbage med sig 
selv. Dette vil der blive refereret til som tilbageskæring. AgeI og BspEI er to enzymer som på 
trods af forskellige skæringssites stadigvæk muliggør ligering af plasmidet, idet enderne kommer 
til at passe sammen. Sandsynligheden for at dette vil ske er stor, da det vil være nemmere for det 
skårede DNA at ligere sammen med sig selv, end det vil være for de 2 oprindelige DNA stykker 
at finde sammen og ligere. Der bliver derfor ikke taget nogen forholdsregler til at tilskynde 
processen.  
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Tilbægeskæringen løsner et fragment på 1394 bp, der indeholder resten af dnaA genet inklusiv c-
terminus. Det resterende N-terminus er under kontrol af lacP, og kan induceres med IPTG. 
Hvorvidt den kooperative bindingen imellem DnaA boks R5 og R6 bliver forstyrret af N-
terminus, undersøges ved at måle β-galactosidase, transskriberet fra lacZ genet som er under 
kontrol af mioC promoter på kromosomet. 
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Gelbilledet af enzymskæringen (ikke vist) viste, at pTAC5094 blev skåret til to fragmenter, der 
passer med de teoretiske størrelser (1394 bp og 5322 bp). Ligering blev foretaget og kontrolleret 
på gel (ikke vist). Ligeringsblandingen blev transformeret i stamme TC4961 (dnaA+ pmioC-lacZ) 
som er gjort Ca2+ kompetent. 
 
Identifikation af pJS6 blev foretaget ved at skære de 
formodede pJS6 plasmider med DraIII og XhoI . 
Gelen viste to bånd der svarer til de teoretiske 
størrelser (5332 bp og 593 bp). Det er hermed 
lykkedes at konstruere det ønskede pJS6 plasmid. 
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DnaA N-terminus’ indflydelse på mioC promoter og OriC 
Ved forsøget testes der om N-terminus i pJS6 har en derepresserende virkning på mioC 
promoteren ved at måle β-galactosidase. Disse resultater bliver sammenlignet med en kontrol 
stamme, hvor plasmidet har lac promoter og intet dnaA gen. 
 
β-galactosidase assay blev udført ved at dyrke ON kultur op i frisk ABTG Casa medium 
(koncentrationer se side 19) til OD450 0,5. Denne eksponentielt voksende cellekultur blev 
fortyndet 5x til OD450 0,1.  
β-Galactosidase blev induceret ved forskellige koncentrationer af IPTG (0-400µM) og der blev 
udtaget prøver ved OD450 ca. 0,2 og 0,4.  
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Figur 27 viser måling af β-Galactosidase i units/OD420 i forhold til forskellige IPTG koncentrationer 
 
Kurven med resultatet af β-Galactosidasemåling som funktion af IPTG koncentrationen (figur 
27) viser, at stammen med kontrolplasmidet pFHC2102, der ikke er induceret med IPTG, har en 
start og slutværdi på 8,8 og 9,9 units/OD420. pJS6 OD450 0,2 IPTG 0 µM viser et startniveau på 
ca. 8,6 og et slutniveau på 8,4 ved OD450 0,4. Det lille fald skal ses som et udtryk for 
måleusikkerhed og at niveauet er uændret. Der er derfor stor similaritet mellem kontrol- og 
uinduceret teststamme.  
Ved induktion med IPTG sker der en stigning i units/OD420 frem til 200 µM og kurven flader 
derefter ud til et vandret niveau på ca. 14 units/OD420. Der bliver ikke udtrykt mere enzym ved 
induktion med IPTG koncentration ≥ end 200 µM. Måleresultatet for 100 µM IPTG ved OD450 
0,4 er udeladt, da denne har en meget lav værdi (7,3), som falder uden for tendensen i kurven. 
pJS6 OD450 0,2 IPTG 200 og 400 µM har lavere værdier end ved pJS6 OD450 0,4 ved samme 
IPTG koncentrationer. Det antages at disse lavere værdier er måleusikkerhed på metoden.  
 
 pJS6 pJS6 pJS6 pJS6 pJS6 pJS6 pFHC2102 
 
IPTG µM 0 50 100 200 300 400 - 
 
OD450 0,2  
0,260 0,261 0,253 0,238 0,225 0,233 0,245  
OD450 0,4 
0,553 0,512 0,488 0,413 0,416 0,392 0,466  
Tabel 5 Skema viser OD450 målinger ved IPTG konc. 0 - 400 µM 
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At kurven for β-Galactosidasemålingen topper ved 200 µM (figur 27) underbygges af tallene for 
OD450 0,4. Tabel 5 viser, at der ved 200 µM og højere IPTG koncentrationer sker en hæmning af 
væksten.  
At den højeste koncentration af β-Galactosidase bliver målt ved 200 µM IPTG betyder, at 
transskriptionen fra mioC promoteren ikke kan effektiviseres ved højere IPTG koncentrationer.  
 
For at finde ud af om N-terminus påvirker initiationen af replikationen ved oriC bliver der 
foretaget flowcytometrisk måling. Denne målemetode viser udover cellestørrelsen (LS) og DNA 
indholdet (FL) også antallet af origins per celle. Det sidste er udtrykt ved fuldt replikerede 
genomer. 
Tabel 6 viser de målte og beregnede data fra flowcytrometrisk måling på de samme tidsprøver fra 
β-Galactosidase assay. 
OD IPTG µM LS1 Origins/celle Orig/LS
 Mean   
0,2 2102 73 5,3 1,00 
0,2 IPTG 0 79 5,7 1,00 
0,2 IPTG 50 76 5,1 0,92 
0,2 IPTG 100 75 4,9 0,89 
0,2 IPTG 200 72 4,6 0,87 
0,2 IPTG 300 70 4,2 0,83 
0,2 IPTG 400 69 4,1 0,82 
0,4 2102 80 5,6 0,96 
0,4 IPTG 0 71 4,9 0,96 
0,4 IPTG 50 69 4,7 0,94 
0,4 IPTG 100 69 4,7 0,94 
0,4 IPTG 200 99 6,9 0,97 
0,4 IPTG 300 114 7,9 0,95 
0,4 IPTG 400 114 7,5 0,91 
 
Tabel 6  Flowcytometriske data brugt til konstruk 
tion af figur 28. Origins/LS for kontrolstammen 
pFHC2102 er normaliseret til 1 
 
 
Tabellen viser (tabel 6) at værdierne for LS og origins/celle ved stigende IPTG koncentrationer 
falder ved OD450 0,2. Dette forholder sig modsat ved OD450 0,4, hvor cellestørrelsen og 
origins/celle stiger. Tallene viser yderligere, at celler ved OD450 0,4 induceret med IPTG 
koncentrationer ≥200 µM er væsentlig større end celler induceret med lavere IPTG 
koncentrationer. I figur 28 er data fra tabel 6 præsenteret. 
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Figur 28 Flowcytometriske målinger af origins/LS i  
forhold til forskellige IPTG koncentrationer 
 
Kurven (figur 28) viser forholdet mellem origins/LS som funktion af IPTG. Kontrolstammen 
pFHC2102 er indsat i kurven sammen med pJS6 0 µM IPTG ved OD450 0,2 og 0,4. De fire 
målepunkter er ens (1,0) og viser derfor, at alle prøver har det samme udgangspunkt ved start af 
eksperimentet. 
Kurverne viser en lille, men signifikant tendens til at origins/LS falder ved stigende IPTG 
koncentrationer. Dette gælder særligt for prøver ved OD450 0,2.   
Som det ses i tabel 5 sker der en hæmning af cellevæksten ved IPTG koncentrationer ≥200 µM. 
Ved langsom cellevækst bliver cellerne lange og der bliver ophobet fuldt replikeret DNA. De 
flowcytometriske målinger bekræfter dette i og med, at der er celler med 2,4,6 og 8 genomer ved 
OD450 0,2 IPTG 400 µM (figur 29) og dette stiger ved OD450 0,4 IPTG 400 µM til 4,6,8 og 12 
(figur 31). Disse fordelinger af genomer viser, at der er asynkroni, hvilket betyder, at cellerne 
deler sig tilfældigt. Kontrolcellerne viser en normal fordeling på 4 og 8 genomer (figur 33). 
Den sete asynkroni skyldes ikke at cellerne er klistret sammen, hvilket ses af de pæne fordelings 
kurver i LS (figur 30, 32 og 34). 
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Figur 29 Grafisk visning af 2,4,6 og 8 genomer i pJS6 OD450 
0,2  induceret med 400 µM IPTG. 
 
Figur 30 Light scatter i pJS6 OD450 0,2 
 
Figur 31 Grafisk visning af 4, 6, 8, og 12 genomer i pJS6  
OD450 0,4 induceret med 400 µM IPTG. 
 
Figur 32 Light scatter i pJS6 OD450 0,4 
  
Figur 33 Grafisk visning af 4 og 8 genomer i pFHC2102  
OD450 0,4 
 
Figur 34 Light scatter i pFHC2102 OD450 0,4 
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Diskussionen 
I dette projekt undersøger vi ekspressionen af mioC promoteren, når forskellige DnaA bokse er 
blevet muteret. Derudover undersøges den kooperative binding mellem R5 og R6 DnaA bokse i 
mioC promoteren. 
For at undersøge hvilken effekt en muteret R8 boks har på ekspressionen af mioC promoteren, 
bliver pJS1 (inaktiveret R8 og gfp) transformeret i DnaA+ og DnaA0 stammer.  
Resultatet viser, at mioC promoter med den muterede boks udtrykker mindre GFP end mioC wt 
promoter i DnaA+ stammen. For at sikre at denne forskel reelt skyldes DnaA proteinet og ikke 
forskel i promoteraktivitet, bliver pJS1 og wt målt i DnaA0 stammen. Her bliver mioC 
promoteren udtrykt på samme niveau for begge plasmider. 
Da identifikationen af R8 boksen er relativt ny (Hansen et al.2006B, ikke publiceret), er der os 
bekendt ikke udført andre undersøgelser af R8 boksens indflydelse på repressionen af mioC 
promoter. Hansen et al. (2006B) indfører de samme mutationer i R8 og undersøger titreringen af 
DnaA proteinet. Resultaterne viser, at plasmider med den muterede R8 ikke titrerer (binder) 
DnaA proteiner væk fra OriC og dermed ikke forstyrrer initiering af replikationen (dvs. der er 
synkroni). Dette står imidlertid i kontrast til vores resultater. Da repressionen muligvis kun 
kræver binding af et enkelt DnaA protein til R5 regionen, kan en mulig årsag til denne bedre 
repression være, at DnaA har en højere bindingsaffinitet for R5 boksen, når R8 boksen er 
muteret. Dette muliggøres af, at R5 ligger kun få basepar væk fra R8. 
At mutationen i R8 boksen skulle medføre bedre repression af mioC promotoren er også et 
overraskende resultat set i lyset af tidligere undersøgelser, hvor andre DnaA bokse bliver muteret. 
Hansen et al. (2006A) muterer R7 og ATP boksene og finder derved, at udtrykkelsen af mioC 
promoteren ikke bliver væsentligt anderledes end wt. En anden mulig forklaring på, hvorfor vi får 
en bedre repression, kan være, at vi bruger bakterieceller med højt plasmidkopital, som kan virke 
som forstyrrende faktor inde i cellen. Den observerede forskel i repressionen kan derfor skyldes 
ændringer i antallet af de aktive frie DnaA proteiner, som regulerer repressionen af 
transskriptionen. En bedre metode til undersøgelse af repressionen ville være at indsætte den 
muterede R8 boks på kromosomet, hvorved man undgår det høje plasmidkopital som 
forstyrrende element.  
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Hvis vi kigger på ekspressionen af mioC promoter, når både R8, ATP- og R5 DnaA bokse er 
muterede, kan vi se, at der er højere udtryk af GFP i de muterede plasmider end i wt plasmidet. 
pJS7 med muteret R8, normal R5 og ATP-DnaA boks muteret til -35 konsensus sekvens og pJS8 
med de samme ændringer og super R5 DnaA boks viser hhv. 8,3 og 8,9 gange dårligere 
repression af mioC promoteren end wt. Hartvig et al. (2004) ændrer ATP- DnaA boksen til -35-
konsensus sekvens og viser, at ATP plasmidet bliver represseret 7,3 gange dårligere end wt. At 
vores resultat ikke er væsentligt anderledes end deres betyder, at mioC promotoren i pJS7 og 
pJS8 udtrykker næsten lige så meget GFP som hos Hartvig et al. (2004). Den lille forskel kunne 
skyldes at DnaA proteinet binder dårligere til de muterede bokse i pJS7 og pJS8, der ikke har 
nogen mutationer hos Hartvig et al (2004). Vi har også observeret, at pJS8 er lidt bedre til at 
udtrykke GFP end pJS7. Schaper og Messer (1995) viser in vitro, at R5 har en lavere 
bindingsaffinitet for DnaA proteinet end R1. Dette er i uoverensstemmelse med vores resultater, 
som viser, at pJS8 med R5 boksen muteret til R1 udviser en højere ekspression af mioC 
promoteren.  
Da vi ikke kan bruge vores resultater fra DnaA0 stammen, kan der ikke helt tages højde for 
eventuelle forskelle i promoteraktiviteten. Dog kan vi ud fra Hartvig et al. (2004) sige, at GFP 
værdierne burde være ca. to gange højere for pJS7 og pJS8 i forhold til wt plasmidet.  
Hvis man kigger på pJS7 og pJS8 vækstraten i DnaA0, kan man se, at de næsten ikke adskiller sig 
fra wt i forhold til DnaA+ stammen. Dette kan være tegn på, at cellerne har befriet sig selv for de 
GFP producerende plasmider, så de ikke yderligere bliver belastet i deres vækst. Mikroskopering 
af celler fra DnaA0 viser meget lange ranglede grannålelignende celler. De er tydeligvis ikke 
raske, da deres generationstid er væsentligt højere (ca.90 min.) end i normale E. coli celler. De 
lange celler skyldes, at de initierer replikationen ineffektivt og ukontrolleret af cellemasse. Disse 
rnhA373 mutanter initierer replikationen ved oriK sekvenser, der er områder på kromosomet, 
som bliver demaskeret som DnaA uafhængige origins i fravær af RNaseHs aktivitet.  
 
Vi har i dette projekt også undersøgt, om kooperativiteten imellem R5 og R6 DnaA bokse bliver 
brudt ved at måle β-galaktosidase fra mioC promoteren på kromosomet. Resultatet viser, at β-
galaktosidasekoncentrationen stiger ca. 1,8 gange op til 200 µM IPTG i takt med, at DnaA N- 
terminus koncentrationen også stiger. Dette indikerer, at N-terminus går ind og forstyrrer den 
 50
kooperative binding af DnaA imellem R5 og R6 DnaA boksene. En anden forklaring på den 
stigende β-galaktosidasekoncentration kunne være, at N-terminus forstyrrer bindingen af DnaA 
proteiner i R5 regionen. Hansen et al.(2006A) deleterer R6 boksen og viser, at ekspressionen 
stiger ca. 1,1 gang. Dette tal er forskelligt fra 1,8 og derfor kan den stigende β-galaktosidase- 
koncentration både skyldes forstyrrelsen af den kooperative binding og binding af DnaA 
proteiner i R5 regionen. Stabilisering af β-galaktosidase niveauet ved de høje IPTG 
koncentrationer kan være et udtryk for, at mioC promoteren er mættet, så den ikke kan induceres 
mere eller et udtryk for, at koncentrationen af N- terminus er faldende. Vi kan ikke helt udelukke 
den sidste mulighed, da koncentrationen af N-terminus DnaA protein i prøverne ikke er målt. Da 
vi i konstruktionen af N-terminus DnaA skærer de andre domæner fra, er der mulighed for, at 
proteinet er ustabilt og bliver nedbrudt i cellen. En Western blot analyse ville kunne afsløre dette. 
 
Ud fra flowcytometrimålingen kan vi se, at initiationen af replikationen også bliver forstyrret af 
N- terminus, da forholdet ved OD450 0,2 imellem cellestørrelsen og DNA mængden er faldende. 
OD450 0,4 værdier er både faldende og stigende i forhold til wt. Dette kan evt. forklares med, at 
lightscatter målingen er mere unøjagtig, når cellerne er lange, som tilfældet er ved de høje IPTG 
koncentrationer. At cellerne bliver lange indikerer, at de ikke kan dele sig normalt men starter 
celledelingen tilfældigt, så der opstår celler med 4, 6, 8 og 12 genomer i. Dette tyder på, at N-
terminus muligvis går ind og represserer transskriptionen af ftsZ genet, da FtsZ proteinet er 
hovedproteinet i celledelingen (Alberts et al. 2002). Fremtidige undersøgelser ville kunne påvise, 
om det forholder sig sådan, og hvis det er tilfældet, graden af interaktionen imellem DnaA og 
FtsZ proteinerne. 
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Appendiks 
 
Figur A 
 
Lambda DNA/Eco91I (λBstEII) 
Marker, 15 #SM0111 Fermentas   
Gene Ruler 100 bp DNA Ladder 
 # SM1143 Fermentas 
http://www.fermentas.com/catalog/electrophoresis/generulers.htm#50bp 
 
Tabel A 
Plasmid Relevante egenskaber 
pTAC 5225 Bla, mioCp, R8 mut 
introducerer ClaI site 
pFHC 2473 Bla,wt mioCp gfp 
pRR1 Bla, mioCp-, gfp  
pJS1 Bla, mioCp, gfp, R8 mut.  
pJS3 Bla, mioCp gfp indsat 
HindIII site 
pJS6 Bla, lacI, lacp, 10-his dnaA 
gen N-terminus  
pJS7 pJS3 med R8 mut. -35 
consensus, normal R5 
pJS8 pJS3 med R8 mut. -35 
consensus, super R5 
pTAC5094 pJS6 med intakt 10-his 
dnaA gen 
pFHC 2102 pJS6 uden dnaA gen 
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Figur B 
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Figur C 
 
 
Figur D 
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